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論 文 内 容 要 旨
第1章.緒 論
シロクローバ(Trifolium聾L.〉 は最 も重要 なマメ科牧草の1っ で,良 質 な蛋 白や ミ
ネラルの含量 が高 く優れた粗飼料 と して,ま た,共 生す る根粒菌によ る窒素の固定能が高.
い ことか ら,世 界各地の草地 でイネ科牧草 と混播 で栽培 されて いる.わ が国で も北海道か
ら九州 に至 るまで広 く栽培 されて いるが,現 在の品種で は草地か らの消失な ど問題が多 く,
既存 の品種よ り優れ た画期 的な新品種が求 められている.本 研究では,シ ロクローバの新
品種育成のための基礎的知見 を得 ることを目的 として,先 ず,シ ロクローバ及 びTrifoh-
um属 における遺伝的特性を解明 し,次 に,シ ロクローバの集団中か ら自家和合性因子を発
見 し,近 交 を利用 した効率 的な循環選 抜法 を提案 し,更 に,中 間母本作出のための胚珠 培
養法や超低温保存法 など各種 の組織培養技術を開発 して育種 への適用 を検討 した。
第2章.シ ロク ローバ及びTrifoliu貰 属の遺伝的特性
OECD(経 済協力開発機構)登 録品種を中心 に102品 種の育成国,品 種 のタイプ,育 種母材,
育種方法,品 種特性を調査 し,わ が国の育種 目標 にっいて考察 した.次 に,世 界各地か ら
導入 した品種 にヰタオオハを加えた シロクローバ46品 種の特性を評価 した.小 葉長,葉 柄
長,茎 の太 さなどの形態を示す形質間に高 い相関関係がみ られた.主 成分分析 の結果,第
1主 成分は形態の大 きさを示す形質を表 し,第2主 成分 は,植 物体 の草勢 に関渉 る形質及
び開花期を説 明 した。第1及 び第2主 成分 スコアーの散布図で はシロクローバの品種は,
ラジノ,大 型 のコモ ン,小 型 のコモ ン及 びワイル ド型の4群 に分 かれた(Fig.1).
次 に,Trifoh遡 属 全体 の変異に関す る知見を得 るために,8節(Lotoidea,Para皿esu旦,
幽,Vesicaria,Chronosemium,Trifolium,一 及びlnvolucrarium)を
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含む67種,76系 統 ・品種 の特性 調査 を行 った.多 年生の種には小葉が大 きく,草 丈 も高 く,
草型はほふ く型を示す ものが多か った.主 成分分析 を行 った ところ,第1主 成分 は種子及
び子葉 の大 きさを,第2主 成分 は生育習性,小 葉 の大 きさ及 び草丈を説明 していた.Tri一
鐡 山巫,Chronosemium節 の種 は,明 瞭な群別 がで きた(Fig.2).ま た,Trifoliu冊 属
の54種 におけるパー オキ シダーゼ及 びエステ ラーゼアイソザイムに基 づいて,ク ラスター
分析 を行 い,系 統樹 を作成 した(Fig。3).Lotoldea節 は節内 におけ る種間の類似度が他 の
節 と比較 して低 く,節 内 における変異が大 きか った(Table1).こ の ことは,L。toidea節 か
ら他 の節が派生 した というこれまで の説を支持 してい ると考 えた.
第3章.目 家和合性の分析 とその育種への利用
配偶体型 自家不和 合性植物 の シロクローバでは自家受精 と他家受精 の両者 をコ ン トロー
ルす ることが容易でないため,効 率的な選抜法 と考え られて いる近交を利用 した循環選抜
法 の適 用が困難 とされてきた.本 研究では シロクローバの育種へ循環選抜法 を適用するた
めに,自 家和合性因子 にっいて検討 した。
シロクローバ集団 の各個体 を自家受粉 して 自殖の可能性 を調査 した ところ,集 団全体 の
約25%の 個体で 自殖 種子が得 られた.そ の中で,MS2125-15の 個体では多 くの自殖種子 が後
代で も安定 して得 られ,自 家和合性であ った.こ の植物体 の自殖第2代 と品種 「キタオオ
ハ」 の個体間で交雑 を行い,自 家和合性因子 の遺伝分析 を行 った(Table2>.F3ま での分析
結果 は自家和合性因子が単一 の優性遺 伝子 であることを支持 し,こ の因子 はS遺 伝子座 の
突然変異 した対立遺伝子S「 の可能性 が高 い と考 えられた。 シロクローバは四倍体植物で あ
るが,自 家和合性因子 は二倍体的遺伝様式 を示 した。なお,こ の 自家和合性植物 は人為 ト
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リッピングな しで 自殖が可能 であ り,実 際 の育種 に利用で きると考え られた.
シロクローバの柱頭組織を二次元電気泳動法で分析 した ところ,自 家不和合性植物 には
塩基性で分子量35,000～40,000の タンパク質があり,自 家和合性植物 にはみられなか った.
これ らのタ ンパク質が 自家不和合性 に関与 している可能性 を示 した.
自家和 合性因子 を用 いて自殖を繰 り返す と,近 交弱勢があ らわれた.特 に圃場で選抜 し
ない系統 では栽培2年 目まで にほとん どの個体が消失 した ことか ら,シ ロクローバで は近
交弱勢が著 しいこ とを指摘 した.し か しなが ら,近 交弱勢 の程度の低 い自殖 後代系統 も一
部にみられた.自 殖後 代を交雑す ると雑種強勢の効果があ らわれ,親 集団 と同等 ない しそ
,
れ以上の特性 を示 した(Table3).本 研究か ら,自 家和合性因子 を用 いて 自殖 を行 い,そ の
自殖後代 を合成す ると雑種強勢の効果が あらわれ,集 団が改良 されることを明 らかに した.
第4章.組 織培養技術 の育種への利用
シロク ローバ の育種 へ組織培 養技術 を適用す るため,組 織培養技術 の基礎 となるカルス
及び プロ トプラス トか らの植物体再分化技術の開発,近 縁種の有用な特性 を導入 した中間
母本作成 のための胚珠培養法及 び細胞融合法の開発,遺 伝資源 の安定 的長期保存のための
invitro低 温及 び超低温保存技術 の開発 などにっいて検討 した.
1.組 織培養法 の開発
シロクローバ24品 種 における胚軸由来 カルスの再分化能 を検討 した.ど の品種 の胚 軸か
らもカル スを容易 に誘導で きた.カ ルスの再分化能 には遺伝子型特異性が存在 し,わ ず か
に2つ の遺伝子型でのみ シュー ト形成がみ られた.特 に,ス ウェーデ ンの品種rUndrom」 由
来 カルスは,約3年 以上 にわた る継代培養後で も,そ の高い再分化能 は保持 されていた.
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この培養系統由来の プロ トプラス トは8P培 地に0.5mg/12,4-Dと0.5mg/1カ イネチンの組み合
わせで分裂頻度が最 も高 く,ま た,容 易 に植物体 を再生す ることがで きた.こ のよ うに選
抜 した遺伝子型 を用いることによ りプロ トプラス トか らの植物体再生が可能で あ った.こ
の再分化能の高 い遺伝子型は,今 後,遺 伝子操作 などで有用 な材料 にな ると考 えた.
Trifoli璽 属 の65種 につ いてカルス培養 を行 った.植 物体の初期生育速度 の速 い種 はそ う
でない種 に比 べ,ま た,一 年生 の種は多年生の ものに比べ,概 して カル スの生育速度が大
きい傾向がみ られた(Table4).植 物 体に再分化 したのは65種 の うち10種 であ り,そ の うち
7種 で は最初 の再分化 の報告で ある.
2.組 織培養技術を用 いた種 間交雑 法の開発
モザ イク病抵抗性 であるクラクローバ(L迦M.Bieb.)と シロクロー バとの種 間
交雑で は,胚 発育 の比較 的初期段階である球状胚以降 に雑種胚が崩壊す るが,胚 珠培養法
を用い ることによ り雑種植物を得 ることがで きた(Table5>.雑 種植物 は両親の ほぼ中間の
形態を示 し,ア イソザ イム分析な どか ら雑種性が検定 された.ま た,モ ザイク病抵抗性 で
あった.雑 種植物 は花粉稔性が極めて低 く,シ ロクローバ との戻 し交雑 の場合 にのみわず
かな種子を得た.戻 し交雑個体は形態的には シロクローバに類似 し,モ ザ イク病抵抗性で
あ った.こ の方法 によ って,モ ザイク病抵抗性中間母本を作成で きる可能性を示 唆 した.
鼓脹症を引 き起 こさないシロクローバを開発す る目的で,再 分化能を有す るシロクロー
バプロ 野プ ラス トを ヨー ド酢酸処理 して,再 分化能のないラ ビッ トフ ッ トクローバ(L
arvenseL.)プ ロ トプ ラス トと細胞融合を行 った.再 分化培地で一部のカル スに緑色斑点 が
形成 されたが,そ の後褐変 して植物 体を得 ることはで きなか った.
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3.組 織培養 を用いた遺伝資源保存技術の開発
シロクローバは他殖性植物であるため,有 用な遺伝子型 は栄養系で保存す る必要 がある.
そ こで,ウ イルスフ リー化の手法 として茎頂培養法 を開発 した(Table6).次 に,Invit一
旦茎頂組織の低温下 での保存を検討 し,約1年 間は安定 して保存す ることがで きたが∫そ
の後,生 存率 の急速 な低下がみ られた(Table7).一 方,カ ル スは3ヶ 月間低温下で安定 し
て生存す ることがで きたが,そ の後,急 速に生存率が低下 した.
プ ログラムフ リーザーを用 いた緩速冷却による超低温保存技術を検討 した.茎 頂組織 を
5渤MSOと 旛 グルコー スを含む培地で,低 温条件で前培養 した とき,凍 結抵抗性が向上 した.
凍結融解後 は,液 体培地 で洗浄 しない方が生存率 は向上 した.茎 頂組織 を液体窒素中 で10
ヶ月間 まで保存 したが,生 存率 はほぼ一定であった.今 回開発 した方法では,品 種 の耐 寒
性 の強弱 に関係な く,高 い生存率が得 られた(Table8)。 一方,カ ルスの場合は,ソ ル ビ ト
ールによって培地 の浸透圧を高 めると凍結融解後 の増殖率が向上 し,シ ュー ト形成がみ ら
れた。次 に,簡 易法 による超低温保存を検討 し,3Mグ リセ リンを用いた脱水処理 によ り,
カルスでは高 い細胞の生存率を得た(Table9).ま た,前 培 養 した茎頂組織 では約半数が生
存 した.以 上,茎 頂組織 ではプ ログラムブ リ」ザー法 により,ま た,カ ルスにおいては簡
易法 によって も高い生存率 を得た ことか ら,超 低温保存法 の実用化 の可能性 を示唆 した.
以上の育種技術 の開発研究 を基 に して,遺 伝資源か ら素材集団 をっ くり,組 織培養技 術
によって遺伝 的変異 を拡大 して基礎集団 と し,自 家和合因子を用いた効率的な循環選抜法
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は,シ ロクローバの新品種育成のための基礎的知見を得ることを目的とした研究を展開
して,そ の結果を取 りまとめたものある。
まず,世 界各国から収集 したシロクローバ46品種の実用的特性を調査分析 し∫ラジノ,大 型の
コモン,小 型のコモン,ワ イル ド型の4群 に分化していることを示 した。さらにシロクローバを






発見 した。この遺伝子を用いて自殖を繰 り返す と近交弱勢が著 しいが,そ れらを交雑すると雑種
強勢の効果が現れることを示し,こ の遺伝子を利用することによって,合 理的な循環選抜法を適
用する道を開いた。この方法は,自 家不和合性集団の育種法として注目される。
組織培養法を育種に利用する目的で,シ ロクローバ24品 種を供試 し,カ ルスから再分化可能な
2品 種を得た。この材料を用いて,プ ロトプラス トを得,そ れから植物体を再分化させる実験系
を示 した。また,ト リフォリウム属65種 のカルス培養を行い,再 分化可能な10種を得た。一方,
胚珠培養を用いて,モ ザイク病抵抗性を持つクラクローバとシロクローバの種間雑種作成にも成
功 した。さらに,培 養組織や生長点の超低温保存法を示した。シロクローバの育種においては優
良クローンを栄養繁殖 して利用することが多 く,超 低温保存法は有効な育種技術 となると期待で
きる。
以上,本 論文では,シ ロクローバの種内お よび トリフォリウム属内の遺伝的特性の変異を調査
する一方,シ ロクローバの効率 よい選抜体系を示した。 さらに,胚 珠培養法を利用した中間母本
の養成法,細 胞の超低温保存技術に よる優良クローンの保存法なども提案 している。これらの知
見は育種学の展開に多 くの貢献をな したものであ り,著 者に農学博士の称号を授与するに値する
ものと判断した。
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